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論文内容の要旨
[ 目的 ]
Lethal giant larvae (Lgl)は、最初ショウジョウパエにおいてがん抑制遺伝子として発見されたが、その後 Lgl
は極性制御タンパク質である Par-6 と aPKC の複合体と結合し、神経幹細胞の非対称分裂および上皮細胞における
細胞の極性形成に重要な働きをすることが明らかになっている。一方、マウス Lgl のノックアウトマウスの研究から
Lgl が紡錘体の位置決め、細胞周期、細胞分化の制御に必要であることが明らかとなっているが、その分子メカニズ
ムについては不明で、あった。そこで本研究では Lgl の細胞分裂制御機構を明らかとするため、 Lgl に結合する新たな
分子の同定を試みた。
[ 方法ならびに成績
Lgl に結合する新規タンパク質の同定
ヒト Lg12 を bait としてヒト脳 cDNA ライブラリーを用いて酵母 two-Hybrid 法にて Lgl に結合するタンパク質の
同定を試みた。その結果、 LGN を同定した。 LGN はショウジョウバエにおいて神経幹細胞の非対称分裂の極性形成
に重要なタンパク質である partnerof inscuteable (Pins) の噛乳類ホモログとして見出され、細胞分裂時に nuclear
mitotic apparatus protein (NuMA) および三量体 G タンパク質の Gα サブユニットと三量体を形成し、染色体分離
に重要な働きをすることが報告されている。
Lgl と LGN の結合部位の同定
Lgl と LGN の結合部位を同定するために HEK293 細胞に Lgl の各フラグメントを過剰発現させ、 GST-LGN 融合
タンパクを用いて pull-down アッセイを行ったところ、 Lgl の C 末フラグメントが LGN の TPR モチーフを含む N
末フラグメントに結合した。また大腸菌から精製した Lgl の C 末フラグメントを用いてアブイニティークロマトグラ
フィーを行ったところ、 Lgl の C 末フラグメントは GST-LGN に直接結合し、その Kd 値は約 56nM であった。
Ld と LGN の細胞周期依存的複合体形成
HEK293 細胞を Thymidine/nocodazole 処理し細胞周期を分裂期に同調させ、抗 Lg12 抗体あるいは抗 LGN 抗体に
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て免疫沈降を行った。 Lgl、 aPKC、 Par-6 は LGN とともに共沈された。同様に LGN、 aPKC、 Par-6 は Lg12 とと
もに共沈された。この結合は細胞周期の分裂期に増加していた。また、分裂期に同調させた細胞を抗 Lg12 抗体ある
いは抗 LGN 抗体と抗 aPKC 抗体にて共染色を行ったところ、 Lg12 は分裂期の細胞膜近傍にて aPKC と共局在して
いた。同様に LGN も分裂期の細胞膜近傍にて aPKC と共局在していた。
Lgl と LGN の結合阻害による分裂期の紡錘体、 LGN、 NuMA の局在異常
LGN と NuMA の複合体は分裂期の紡錘体の位置決めに関与することが報告されており、 HEK293 細胞に LGN の
結合部位である Lgl の C 末フラグメントを過剰発現させ、抗 tubulin 抗体、抗 LGN 抗体、抗 NuMA 抗体にて免疫
染色を行った。 Lgl の C 末フラグメントの過剰発現により LGN は分裂期での細胞膜近傍への集積が阻害されていた。
また NuMA、 tubulin も正常な二極性の局在が阻害され多極性に局在していた。また RNA 干渉法により Lgl をノッ
クダウンしても分裂期の LGN の細胞膜近傍への集積は阻害されていた。次に、 HEK293 細胞に Lgl の各フラグメン
トを過剰発現させ、抗 LGN 抗体により免疫沈降を行ったところ、 Lgl 完全長および C 末フラグメントが共沈され、
LGN と NuMA との結合も増加した。
Lgl と LGN の結合阻害による微小核の惹起
HEK293 細胞に Lgl の各フラグメントを過剰発現させ、 DAPI にて核を染色した。 Lgl の C 末フラグメントを過剰
発現させた細胞では、 8%の細胞に微小核が認められた。 RNA 干渉法により Lgl をノックダウンした細胞でも 6%
の細胞に微小核が認められた。
[ 総括 ]
本研究では Lgl の結合タンパク質として LGN を同定した。極性タンパク質である LgllPar-6/aPKC 複合体と LGN
は細胞周期依存的に複合体を形成し、 LgllPar-6/aPKC江..GN 複合体が染色体分離に関与することを明らかにした。
LGN は分裂期の細胞膜近傍にて NuMA、 Gα と三量体を形成し、星状紡錘糸を制御することが報告されており、 Lgl
と LGN の結合が極性タンパク質と紡錘糸とを連結し染色体の二極への正常な分離を制御している可能性が示唆され
た。
論文審査の結果の要旨
Lethal giant larvae (Lgl)は、最初ショウジョウパエにおいてがん抑制遺伝子として発見されたが、その後 Lgl
は Par-6/aPKC と複合体を形成し、神経幹細胞の非対称分裂および上皮細胞における細胞の極性形成に重要な働きを
することが明らかになっている。
申請者は、本研究において、 LgI の日甫乳類ホモログである mLgl-2 が染色体分離に重要な働きをする LGN に直接
結合することを見出し、その細胞分裂における機能を検討した。 HEK293 細胞において、 mLgl-2 は LGN と共に
Par-6/aPKC と複合体を形成し、この複合体形成は細胞周期の M 期に増加することを見い出した。また LGN との結
合部位である LgI の C 末フラグメントを過剰発現させると分裂期における紡錘体の正常な局在が阻害され、多数の微
小核が出現することを見い出した。以上の結果から LgI と LGN の結合は染色体の正常な二極への分離を制御してい
ることを明らかとした。
本研究は、実験結果自体の意義もさることながら、今後の発展性にも期待できるものがあり、生命科学への貢献度
が極めて高い研究であるといえる。したがって、学位授与に十分値すると考えられる。
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